ニコチンアミドホスホリボシルトランスフェラーゼ阻害剤の探索及び作用機序解析に関する研究 by 竹内, 幹夫 & TAKEUCHI, Mikio
【要約】 
 
 
 
 
 
 
 
ニコチンアミドホスホリボシルトランスフェラーゼ阻害剤の 
探索及び作用機序解析に関する研究 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2015年 
 
 
 
竹 内 幹 夫 
  
【背景・目的】 
 
臓器移植における拒絶反応を防ぐために免疫抑制剤が用いられるが、そのような状況下において
も長期においては慢性拒絶が起こり、移植臓器の機能不全につながることが問題となっている。
我々は慢性拒絶に関わる標的蛋白を見出す目的で、独自に構築したラット慢性拒絶モデルを用いて、
拒絶期において高発現している蛋白質をプロテオミクスの手法を用いて解析した。異所性に移植さ
れた慢性拒絶期のラット心臓を取り出し、蛍光ディファレンスゲル二次元電気泳動及び ELISA 法
にて解析した結果、ニコチンアミドホスホリボシルトランスフェラーゼ (NAMPT) の発現が同系
移植に対して 3倍以上亢進していることを見出した。この酵素の阻害剤を新たに見出す目的で、in 
silico screening の手法を用いて化合物スクリーニングを行った。また、見出された NAMPT阻害剤
がアポトーシスを引き起こす機序をケミカルバイオロジーの手法により解明する目的で生理活性
を持つ低分子化合物を評価した。 
 
【方法・結果】 
 
1. スクリーニング系の構築・評価 
NAMPT はニコチンアミドを変換する酵素で、生体内では NAD 生合成のサルベージ経路におけ
る律速酵素として知られている。基質、生成物共に低分子であることから、高感度のスクリーニン
グを実施するには放射線標識したニコチンアミドと生成物であるニコチンアミドモノヌクレオチ
ドの物性の差を利用した分離過程が必須であり、生成物がアセトンに不溶である性質を用いて定量
する 96 ウェルプレートの評価系を構築した。しかしながら、化合物のハイスループットスクリー
ニングを行うために必要な 384ウェルプレート以上のミニチュア化は困難であった。そのため、効
率的に多くの化合物を評価する手段として、近年技術の進歩が著しい in silico screeningを活用した。
Protein Data Bank に登録されている NAMPTの構造情報（PDB: 2G97)を用いて、アステラス製薬の
化合物ライブラリーに対して in silico screening を実施し、スコアの高かった 468化合物を組換えマ
ウス NAMPTを用いた酵素アッセイ系にて評価した。その結果、5 μMで 50%以上の阻害を示す化
合物が 14検体ヒットし、そのうち 1化合物の IC50値は 1 μM以下であったが、細胞系 (後述)で 10 μM
以下の IC50値を示す化合物はなかった。そのため、化合物の類縁体を検索し、新たに 274化合物を
評価した結果、酵素アッセイで 1 μM 以下の IC50を示す化合物を 25 検体見出した。それらの化合
物のうち 20検体は細胞系で 10 μM 未満の IC50値を示し、うち 3化合物は 1 μM以下の IC50値を持
つ活性の強い化合物であった。実質的に 742化合物という少ない化合物数の評価で酵素系、細胞系
いずれでも 1 μM未満の IC50値を持つ化合物を見出すことができた。 
 
2. 化合物プロファイリング 
細胞系で 1 μM以下の IC50値を示した AS1604498、 AS2334990、 AS2292427 (Fig. 1) について、
選択的な阻害を示すかどうか、より詳細なプロファイルを調査した。これらの化合物は、酵素アッ
セイを含む 107、29、7個のスクリーニング系でそれぞれ評価されているがヒットはなく、選択性
の高い化合物と考えられた。NAMPT阻害剤としては既知化合物として FK866が既に知られている
ことから、プロファイリングの為に比較を行った。組換えヒト NAMPTを取得し、酵素阻害活性を
測定したところ、FK866の 51 nMに対して、AS1604498は 44 nMと同等程度の IC50を示した (Fig. 
2., Table1)。また、AS2334990 は 556 nM とやや弱かったものの、AS2292427 も 81 nM と FK866に
近い IC50値を示した (Table 1)。 
 
 
次に、細胞系での評価を行った。ヒト単球由来の THP-1 細胞は NAMPT 阻害剤で処理すること
により NAD 枯渇からアポトーシスを引き起こすことが知られている。そのため、WST-8 試薬を用
いて NAMPT阻害剤添加 48時間後の THP-1の細胞数を評価したところ、いずれの化合物も濃度依
存的な阻害を示し、またその作用は基質であるニコチンアミドを 10 mM同時添加することにより
完全に消失したことから、NAMPT阻害作用に基づくものと推測された。また、白血病細胞株 K562
細胞でも同様の試験を行った結果、全般的に阻害は弱くなったものの同じ傾向がみられた。一方で、
酵素阻害系で FK866と同程度の阻害を示した AS1604498の細胞系での IC50は FK866より 671倍弱
くなっており、2つの化合物の細胞系での挙動に違いがあることが示唆された。しかしながら、分
子量、脂溶性 (Log D)、Molecular polar surface area (PSA)、ヒト血清中安定性、タンパク結合率等の
パラメータ―では大きな違いは見られなかった。
細胞内での挙動や安定性などの差が予想される
が、詳細は不明である。 
ヒット化合物によりアポトーシスが誘導
されているかどうかを調べるため、アポトー
シスを実行するエフェクターカスパーゼで
ある Caspase3/7 の活性化を調べた。他のアポ
トーシス誘導剤であるエトポシドとアクチ
ノマイシン D が 5 時間程度で THP-1 細胞の
アポトーシスを誘導するのに対して、
NAMPT 阻害剤はいずれも 24 時間までアポ
トーシスを誘導せず、48 時間後に強いアポ
トーシスを誘導した。さらに、10 mM ニコ
チンアミドの同時添加によりアポトーシス
は完全に阻害された。 
最後に細胞内の NAD 減少について評価した。NAMPT阻害剤は NAD 生合成経路を阻害する為、
アポトーシスに先立って細胞内の NAD 濃度を下げることが分かっていることから、アルコールデ
ヒドロゲナーゼを用いた酵素サイクリング法で細胞内の NAD を定量した。NAMPT 阻害剤添加 5
時間後における K562 細胞内の NAD 濃度を検討したところ、いずれの化合物においても細胞内の
NAD 濃度の減少を確認した。これらの結果から、AS1604498、AS2334990、AS2292427は細胞系で
 
Fig. 1. ヒット化合物構造 
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Fig. 2. ヒト NAMPT 阻害活性 
作用を示す NAMPT阻害剤であることを確認した。これらの結果より、本研究では放射性同位体を
用いたスループットの低いスクリーニング系を in silico screening と組み合わせることによって、効
率的に NAMPT阻害剤を見出すことに成功した。 
 
Table 1 ヒット化合物解析結果
 
 
3. メカニズム解析 
NAMPT 阻害剤によるアポトーシスは、NAD の枯渇からミトコンドリアの膜電位低下が起こり
最終的にエフェクターカスパーゼの活性化により引き起こされることが知られている。しかしなが
ら、NAD の枯渇からミトコンドリアの膜電位低下を引き起こすシグナルは未解明である。そのた
め、NAMPT阻害剤によるアポトーシスがどのようなメカニズムによって起こるのかを解明するた
め、THP-1細胞に NAMPT阻害剤を添加してアポトーシスを誘導する系において作用既知の様々な
薬剤を同時添加し、アポトーシス阻害が起こるかどうかを調べた。この研究の過程で、蛋白質キナー
ゼ Xの阻害剤である化合物 Yが効果的に AS1604498によるアポトーシスを抑制することを見出し
た。この作用は濃度依存的で、FK866 によるアポトーシスに対しても同様に作用したことから、
NAD 枯渇により引き起こされるアポトーシスを抑制していると考えられた。作用機序を解明する
為に化合物 Y の不活性アナログ Y’を評価したところ抑制作用を示したことと、構造の異なる蛋白
質キナーゼ X 阻害剤が阻害作用を示さなかったことから、化合物 Y によるアポトーシス阻害作用
は蛋白質キナーゼ X 阻害作用とは異なる機序により起こっていると考えられた。次に、作用点を
絞り込むため、ミトコンドリア膜電位の指示薬を用いて AS1604498 添加による膜電位低下に対す
る影響を調べたところ、化合物 Yを同時添加することにより 40時間後の膜電位の低下を抑制した。
また、THP-1細胞に AS1604498 を添加し、5時間後の NAD減少を調べたところ、化合物 Yは NAD
の減少に影響しなかったことから、その作用点は NAD 減少後にミトコンドリアの膜電位が低下す
る前であると考えられた。一方、Jurkat細胞に Bcl-2蛋白を強制発現させると FK866によるアポトー
シスに抵抗性を示すことから、NAMPT 阻害剤によるアポトーシスには Bcl-2 ファミリー蛋白が関
与すると考えられる。このため、qPCR法を用いて NAMPT阻害剤添加 40時間後の Bcl-2ファミリー
蛋白 mRNAの発現を調べた。その結果、ある BH3 only蛋白において対照の 3倍以上の発現上昇が
見られ、アポトーシスに関与していると推測された。但し、この発現は、化合物 Y’により阻害さ
れなかった。一方、化合物 Yには特定の Ca2+ channel の阻害活性が報告されていることから、NAD
枯渇によるアポトーシスに対する Ca2+ channel 阻害剤の作用を調べた。その結果、これらの化合物
は部分的ではあるが濃度依存的なアポトーシスの抑制作用を示した。これらのことから、少なくと
も化合物 Yの作用の一部は Ca2+ channel の阻害に基づく可能性があると考えている。 
 
【結語】 
本研究では、in silico screening と放射性同位体標識した基質を用いた高感度アッセイを活用した
合理的な方法により、創薬標的候補である NAMPTの新規阻害剤を見出した。、 
また、ケミカルバイオロジーのアプローチにより NAMPT阻害剤によるアポトーシスを阻害する薬
剤を見出し、その機序解析を行った。更なる機序解明により、NAD 枯渇による細胞死の全容が明
らかになると思われる。 
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